Two mouse models carrying truncating mutations in Magel2 show distinct phenotypes(Magel2遺伝子に短縮型変異を有する2種類のモデルマウスは異なる表現型を示す)<内容の要旨及び審査結果の要旨> by 家田 大輔
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論  文  内  容  の  要  旨 
 
【研究の目的】 
MAGEL2 遺伝子は 15 番染色体の長腕(15q11.2)に位置し、父由来アレルのみ発現するインプリ
ンティング遺伝子である。Schaaf-Yang 症候群(SYS)は父由来 MAGEL2 遺伝子の短縮型変異によ
り発症する。一方、Prader-Willi 症候群(PWS)は MAGEL2 遺伝子を含む PWS 領域(15q11.2-q13)
の父由来アレルが欠失することで発症する。SYSと PWSは乳児期の筋緊張低下、経口摂取困難、
精神運動発達遅滞など共通の臨床症状を呈するが、SYS はしばしば関節拘縮や自閉症を合併し、





Magel2 遺伝子を標的とし、遺伝子工学の手法を用いて 2 種類のモデルマウスを作成し、表現型
の解析を行った。 
【方法】 
1. pCAGGS1 ベクターに Magel2 遺伝子配列の一部(c.1-1311)を導入した過剰発現コンストラク
トを作成し、C57BL/6N マウスの受精卵にマイクロインジェクションし、短縮型 Magel2 過
剰発現モデルを作成した。 
2. pX330 ベクターに Magel2 遺伝子の一部 (c.1702-1724, c.1720-1742, c.1810-1832, 
c.1882-1904, c.1900-1922)を標的とする gRNA 配列を導入したコンストラクトを作成し、
C57BL/6N マウスの受精卵にマイクロインジェクションした。CRISPR/Cas9 システムにより
内在性 Magel2 遺伝子に非相同末端結合を起こし、フレームシフト変異を有するマウスをファ
ウンダーとする Magel2 編集モデルを作成し、表現型解析を行った。 
【結果】 
1. 短縮型 Magel2 過剰発現モデル 
6 匹の仮親から、52 匹の新生仔と 29 個の停止胚を得た。そのうち、遺伝子導入が確認できた
のは 3 匹(6.1%)の新生仔と 22 個(75.9%)の停止胚であった。遺伝子導入できた 3 匹の新生仔は体
格が小さく、離乳前にすべて死亡した。 
2. Magel2 編集モデル 




マウスの脳から RNA を抽出し、RT-PCR 法にて Magel2 遺伝子の発現を確認した。Magel2P:fs
では変異 Magel2 のみが発現し、Magel2M:fsでは正常 Magel2 のみが発現していたことから、モ
デルマウスのインプリンティングは保持されていた。Magel2P:fsと WT の脳切片を作成し、in situ 
hybridization 法により Magel2 mRNA の分布を調べた。両群とも視床下部の視交叉上核と室傍
核に Magel2 mRNA は発現しており、明らかな違いは認めなかった。 
Magel2P:fsと野生型同腹仔(Magel2+)の体重を比較した。離乳前(日齢 10)は、Magel2P:fsは 5.44
±0.12g(n=17)で、Magel2+は 6.11±0.13g(n=20)であり、Magel2P:fsは体重増加不良を認めた。離





検体処理を行ったため変異 Magel2 蛋白を同定できず、機能解析はできなかった。 
Magel2 編集モデルは、離乳前の体重増加不良以外に明らかな症状を示さず、SYS で認める関
節拘縮や重度精神運動発達遅滞は再現できなかった。MAGEL2 変異の種類と SYS 患者の表現型
には相関が認められており、Magel2 の c.1690_1924del 変異は軽症の SYS を再現したと考えられ
る。 
本研究により、変異 Magel2 蛋白が生体内で毒性を示すメカニズムを解明することはできなか





【目的】MAGEL2 遺伝子は 15 番染色体の長腕に位置し、父由来アレルのみ発現するインプリンティン
グ遺伝子である。Schaaf-Yang 症候群(SYS)は父由来 MAGEL2 遺伝子の短縮型変異により発症する。
MAGEL2 遺伝子の c.1996delC 変異は胎児死亡の原因である。一方、MAGEL2 遺伝子の欠失例は軽度の知
的障害を呈するのみで、SYS よりも軽症である。このことから、変異 MAGEL2 蛋白は毒性を示すとい
う仮説を立てた。2 種類のモデルマウスを作成し、表現型の解析を行った。 
【方法】①発現ベクターに Magel2 遺伝子配列の一部を導入し、マウス受精卵に遺伝子導入し、過剰
発現モデルを作成した。②pX330 ベクターに Magel2 遺伝子の一部を標的とする gRNA 配列を導入した
コンストラクトを作成し、マウスの受精卵に遺伝子導入した。内在性 Magel2 遺伝子にフレームシフ
ト変異を有するマウスをファウンダーとする Magel2 編集モデルを作成し、表現型解析を行った。 
【結果】①過剰発現モデル：6 匹の仮親から、52 匹の新生仔と 29 個の停止胚を得た。3 匹(6.1%)の
新生仔と 22 個(75.9%)の停止胚で変異導入を確認した。3 匹は体格が小さく、離乳前に死亡した。②
Magel2 編集モデル：6 匹の仮親から、24 匹の新生仔を得た。20 匹で内在性 Magel2 遺伝子の変異導入
を確認し、フレームシフト変異を持つオスマウスをファウンダーとした。父由来アレルに変異を有す
るマウスを Magel2P:fs、母由来アレルに変異を有するマウスを Magel2M:fs と名付けた。RT-PCR 法でイ
ンプリンティングの保持を確認し、in situ hybridization 法で Magel2 の局在が変化しないことを
確認した。Magel2P:fs と野生型同腹仔(Magel2+)の体重を比較した。離乳前(日齢 10)は、Magel2P:fs に






の種類と SYS 患者の表現型には相関があり、今回のモデルマウスは Magel2 の軽症の SYS を一部再現
したと考えられる。本研究により、変異 Magel2 蛋白が毒性を示すメカニズムを解明することはでき
なかったが、ヒトの SYS と同様に、Magel2 遺伝子変異は、変異の種類により表現型が変化すること
が示された。 
【審査の内容】約 20 分間のプレゼンテーションの後に、第一副査の加藤教授から、インプリンティ
ング機構の分子メカニズム、CRISPR/Cas9 システムの概要についてなど、計 7 つの質問をした。第二
副査の斉藤教授から、過剰発現モデルの作成に CAG プロモーターを選択した理由、Magel2 編集モデ
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